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INFLUENCE OF NITROGEN, PHOSPHORUS AND °BRIX ON THE PRODUCTION OF TOTAL SECONDARY CONTAMINANT
METABOLITES (MSCT) OF ALCOHOLIC FERMENTATION. The present study evaluated the influence of nitrogen, phosphorus
and °Brix on the production of MSCT through a factorial design methodology and analysis of response surface. The objective was
to propose a statistically significant probabilistic model for the alcoholic fermentation. In order to obtain less MSCT, the medium

under fermentation needs to present low sugar concentration. It was observed that phosphorus and nitrogen, even with no significant

individual effects, presented interactions with each other decreasing the production of MSCT, which improves alcohol quality.
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INTRODUCAO

A importincia sécio-econdmica da exploragdo da cultura
canavieira em solos brasileiros € reconhecida desde os tempos do
Brasil colonia. Atualmente, além dos aspectos sdcio-econdmicos,
essa cultura tem sua importancia reconhecida também nas dreas
econdmica e ambiental, tendo o dlcool como uma fonte renovavel
de energia menos poluente, que integra parte da matriz energética
nacional e estd sendo um dos produtos mais importantes do merca-
do internacional'.

Atualmente, o Brasil posiciona-se no cendrio internacional
como o maior produtor e exportador mundial de aguicar de cana e o
maior produtor e consumidor de dlcool produzido por fermenta-
¢do?, sendo também o tnico pais a introduzir, em larga escala, o
dlcool como combustivel alternativo ao petrdleo.

A produgio de dlcool no Brasil € feita quase que exclusivamente
por fermentaciio de mosto, constituido por caldo de cana ou melago,
ou ainda, por misturas destes dois componentes. Alguns macro-
nutrientes e/ou micronutrientes também sio adicionados ao mosto,
a fim de complementar as deficiéncias do meio, quanto a certos ele-
mentos indispensdveis as leveduras para méaxima transformacgio dos
acucares. O microrganismo agente da fermentaciio mais utilizado &
um fungo leveduriforme, Saccharomyces cerevisiae®.

Nio existe uma especificagdo nacional, ou mesmo internacio-
nal, que contemple todos os tipos de alcool em comercializagdo.
As especificacdes solicitadas pelos compradores dependem direta-
mente do uso especifico, ou ainda, se o material adquirido serd
reprocessado. A denominagdo dlcool neutro procura englobar di-
versos “tipos” de dlcool, por ex., dlcool fino, dlcool extra-fino, al-
cool de qualidade industrial. Sendo assim, o dlcool neutro é uma
denominagio do dlcool, hidratado ou anidro, que apresenta baixos
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teores de impurezas e dos metabdlitos secunddrios contaminantes
totais - MSCT*.

Na producdo de dlcool, o fosfato apresenta importincia na fer-
mentagdo, principalmente no inicio das safras, em virtude da ne-
cessidade da producdo de quantidade aprecidvel de massa celular®.
Em relacdo ao nitrogénio, a forma mais utilizada pela levedura na
fermentagdo ¢ a amoniacal, porém, na sua auséncia, a levedura
utiliza outras fontes como os aminodcidos, 0 que proporciona um
aumento nos niveis dos dlcoois superiores (n-propanol, iso-butanol,
n-butanol, iso-amilico)®’.

Este estudo teve o objetivo de avaliar a influéncia das varidveis
nitrogénio, fésforo e °Brix na produ¢do dos MSCT (substancias
organicas volateis — aldeido, acetonas, acetato de etila, metanol; e
alcoois superiores — n-propanol, iso-butanol, n-butanol e iso-
amilico) através da metodologia de planejamento fatorial e andlise
de superficies de resposta, visando propor um modelo probabilistico
estatisticamente significativo na fermentagdo alcodlica.

PARTE EXPERIMENTAL
Caldo de cana (substrato)

Foi utilizado como substrato o caldo de cana da variedade CB
453 do talhdo 2045, que € irrigada com vinhaca e rotineiramente
utilizado na Destilaria Japungu, Santa Rita — PB, para producio de
alcool.

°Brix do caldo in natura e do mosto

Para o doseamento do °Brix do caldo in natura, realizado antes
das fermentagdes no laboratdrio de sacarose da Destilaria Japungu,
foi utilizado um refratometro digital automatico da marca Acatec
RDA 8600. O °Brix do mosto, dosado durante o processo de fer-
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mentacdo, foi determinado em um sacarimetro de °Brix modelo
TP 20/C da marca Incoterm.

Determinacio dos metabdlitos secunddrios contaminantes
totais (MSCT)

A determinacdo dos MSCT foi realizada por cromatografia
gasosa, utilizando-se um cromatégrafo GC 90, equipado com uma
coluna empacotada, nas seguintes condi¢cdes de operacionais: tem-
peratura de 130, 160 e 86 °C para injecdo, detector e coluna, res-
pectivamente. O nitrogénio foi utilizado como géas de arraste com
velocidade de 20 mL/40 s.

Para determinag¢do dos MSCT, 5 uL do vinho delevurado ou
centrifugado foram injetados diretamente no cromatdgrafo, na mes-
ma coluna que analisava o etanol, porém acrescentando-se uma pré-
coluna para evitar sangramentos ou danos a coluna propriamente
dita, imediatamente ap6s o final das fermentacdes. Foi utilizado um
padrdo, adquirido no ITEP (Instituto Tecnolégico de Pernambuco),
com as seguintes concentracdes: aldeido: 3,15; acetona: 3,02; acetato
de etila: 4,96; metanol: 2,73; n-propanol: 6,03; iso-butanol: 4,42; n-
butanol: 3,10 e iso-amilico: 3,20 mg/100 mL.

Delineamento experimental

O caldo de cana utilizado nas fermentacdes foi diluido na con-
centracdo do °Brix desejado, conforme o nivel do planejamento
experimental. O nitrogénio e o fésforo foram adicionados, tam-
bém, conforme o nivel de cada experimento. Apds o ajuste das
concentragdes de °Brix, nitrogénio e fésforo, os caldos foram este-
rilizados em autoclave a 121 °C, 1 atm de pressdo por 30 min,
sendo posteriormente resfriados a temperatura ambiente.

Processo de fermentacéo

Para o processo de fermentagio foi utilizada a cepa Saccharomyces
cerevisiae 1A1234, obtida a partir do fermento (leite puro) provenien-
te da fermentacdo alcodlica da Destilaria Japungu. Este material foi
recolhido nos pré-fermentadores, que sdo os tanques onde se realiza o
tratamento do fermento a ser utilizado na produgio de dlcool, minutos
antes de se realizar a inoculac@o no caldo de cana. Para cada fermen-
tacdo foram adicionados 250 mL de leite puro (fermento), que
corresponde a uma concentragdo de 10% v/v do caldo.

As fermentagdes foram realizadas em baldo de fundo chato de
6000 mL, que foram tampados com algoddo hidréfilo. O acompa-
nhamento do processo de fermentagdo foi realizado por medicio
hordria do °Brix, considerando-se como o fim da fermentag¢ao quan-
do o consumo de agtuicares cessava, ou quando o valor do °Brix
repetia por no minimo duas vezes.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Otimizaciao do processo

O objetivo do uso da metodologia de planejamento fatorial é
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encontrar um modelo empirico que possa predizer bem o processo
em estudo, avaliando a influéncia das varidveis de entrada, °Brix,
nitrogénio e fésforo, sobre a varidvel resposta MSCT (substancias
organicas voldteis - aldeido, acetona, acetato de etila, metanol e os
alcoois superiores — n-propanol, iso-butanol, n-butanol e iso-amilico).

Estudando-se a influéncia das varidveis de entrada sobre a varia-
vel resposta, foi definida a faixa 6tima de operagdes do processo de
fermentacdo para obten¢@o de um dlcool de melhor qualidade, que ¢
aquela com o minimo possivel de MSCT. A utilizacdo da metodologia
de planejamento fatorial em estudos que abrangem muitas varidveis
torna possivel o planejamento e a realizacdo de maneira organizada
de uma quantidade minima necessdria de experimentos®'°.

Planejamento experimental

Para avaliar a influéncia das varidveis independentes - °Brix,
nitrogénio e fésforo - sobre a varidvel dependente MSCT, elabo-
rou-se um planejamento fatorial de 2 niveis (-1 e +1) mais configu-
ragdo estrela, aqui chamado de modelo de 2* ordem, totalizando 16
experimentos laboratoriais, os quais foram executados aleatoria-
mente e em duplicatas, conforme matriz do planejamento fatorial
mostrada na Tabela 1.

Tabela 1. Matriz do planejamento fatorial 2° + configuracio estrela
com a resposta MSCT (mg/100 mL)

Nitrogénio Féstforo °Brix MSCT*
-1 -1 -1 18,7181
+1 -1 -1 18,6099
-1 +1 -1 29,9309
+1 +1 -1 21,3784
-1 -1 +1 32,3096
+1 -1 +1 32,9449
-1 +1 +1 35,0436
+1 +1 +1 30,3313

-1,682 0 0 25,2756
+1,682 0 0 26,8977
0 -1,682 0 24,4970
0 +1,682 0 25,8282
0 0 -1,682 18,2750
0 0 +1,682 33,3172
0 0 0 24,8994
0 0 0 23,5153

* Os valores dos MSCT sao referentes 2 média de dois cromatogramas

Na Tabela 2 estdo expressos os valores reais e os niveis dos
fatores estudados nos 16 experimentos. As faixas estudadas neste
planejamento fatorial foram definidas tendo como base valores
comumente utilizados em muitas destilarias de dlcool, principal-
mente na regido Nordeste e, em especial, na Destilaria Japungu.

O modelo matemdtico empirico, codificado de 2* ordem en-
contrado, com os seus respectivos parametros estatisticos e desvi-
os padrio, estd apresentado na Equag@o 1, onde os valores em negrito
sdo os parametros estatisticamente significativos. Este modelo foi

Tabela 2. Valores reais e os niveis dos fatores estudados para o planejamento fatorial completo (2°) + configuragio estrela do processo

fermentativo

Variaveis Nivel -1,682 Nivel-1 Ponto central Nivel +1 Nivel +1,682
N (g/L) 0,1 0,3 0,6 0,9 1,1

P (g/L) 0,002 0,05 0,12 0,19 0,24
9Brix (%) 10 12 15 18 20
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obtido a partir da regress@o ndo linear (modelo quadrético) dos
dados experimentais, utilizando o software Statistica versdo 5.0.

MSCT = (24,05 + 1,68) — (0,7328 N + 0,6360) + (1,1964 P +
0,6360) + (4,9269 °Brix = 0,6360) + (1,0454 N>+ 0,7721) +
(0,7188 P> + 0,7721) + (0,9427 °Brix + 0,7721) — (1,7240 NxP =+
0,8310) + (0,5730 Nx°Brix = 0,8310) — (1,7326 Px °Brix +
0,8310) (1)

Na Tabela 3 estdo apresentados os resultados da ANOVA (Ané-
lise de Varidncia) para a resposta MSCT. Verificou-se que o ajuste
do modelo foi satisfatério, com coeficiente de correlacdo de 0,9629
e percentagem de varidncia explicada de 92,72%. A Figura 1 mos-
tra os valores preditos (modelo empirico, Equagdo 1) versus os
valores experimentais para os MSCT, observando-se uma boa con-
cordancia. O teste F também mostra que o valorde F_ =849 ¢
duas vezes maior que o valor de Fendo = 2,96, com 90% de confi-
anca, mostrando que o modelo foi bem ajustado, sendo este esta-
tisticamente significativo®.

Tabela 3. Andlise de Varidncia para a varidvel resposta MSCT

% variancia Coeficiente Teste F F tabelado para
explicada de correlagdo 90% confianga
92,72 0,9629 8,49 2,96

Valores Preditos

16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38

Valores Observados

Figura 1. Valores observados versus valores preditos para o MSCT

Considerando que o modelo quadritico foi valido para a varia-
vel resposta MSCT, o mesmo foi usado para gerar as superficies de
resposta, tendo o objetivo de otimizar (minimizar a producao de
MSCT) o processo.

Objetivando encontrar as faixas das varidveis em estudo que
minimizem as concentracdes de MSCT no fermentado foi construida
a Figura 2, que mostra os efeitos das varidveis concentragio de
nitrogénio e de fésforo, fixando-se a varidvel °Brix (varidvel de
maior influéncia) no nivel -1 (12%). Operando-se em concentra-
¢do de nitrogénio abaixo de 0,6 g/L e concentracdo de fésforo em
torno 0,002 g/L, obteve-se as menores concentragdes de MSCT
(aproximadamente 15,5 mg/100 mL).

A Figura 3 mostra o efeito do nitrogénio e do °Brix sobre a
producdo dos MSCT, tendo o valor do fésforo fixado no ponto cen-
tral (0,12 g/L). Observa-se que nas fermentagdes com °Brix baixo
(11%) e com a concentragdo de nitrogénio elevada, entre 0,6 a 1,1
g/L, obteve-se uma menor concentracdo dos MSCT.

A Figura 4 apresenta o efeito do fésforo e do °Brix sobre a
resposta MSCT com nitrogénio fixado no ponto central (0,6 g/L),
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onde se verifica que a menor produgdo de MSCT ocorreu quando o
fésforo estd em concentracio baixa (abaixo de 0,05 g/L) e o °Brix
abaixo de 11%.
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Figura 2. Superficies de resposta dos efeitos do fosforo e do nitrogénio, com
0 "Brix fixado em 12% (nivel -1) para MSCT
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Figura 3. Superficies de resposta dos efeitos do nitrogénio e do "Brix para o
fosforo fixado em 0,12 g/L (ponto central) para MSCT
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Figura 4. Superficies de resposta dos efeitos do fésforo e do °Brix para o
nitrogénio fixado em 0,6 g/L (ponto central) para MSCT
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A Figura 5 apresenta o efeito do nitrogénio e do °Brix sobre a
resposta MSCT com fésforo fixado no nivel inferior -1,682 (0,002
g/L), onde se verifica que a menor producdo de MSCT ocorreu
quando o °Brix estd abaixo de 11% e o nitrogénio em uma faixa
ampla de 0,1 a 0,9 g/L. Operando-se a fermentagdo nestas faixas,
obteve-se concentracdo de MSCT de no méaximo 15,8 mg/100 mL.
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Figura 5. Superficies de resposta dos efeitos do nitrogénio e do °Brix para o
Jfosforo fixado em 0,002 g/L (nivel -1,682) para MSCT

A Figura 6 apresenta a influéncia das fontes dos nutrientes
fésforo e nitrogénio sobre a formacdo de MSCT (mg/100 mL),
fixando-se o °Brix no nivel inferior de -1,682 (10%). Observa-se
que operando o processo fermentativo com adi¢do da fonte de f6s-
foro abaixo de 0,05 g/L, para qualquer valor da fonte de nitrogénio
variando de 0,1 a 0,9 g/L, obteve-se MSCT minimo de aproxima-
damente 15,7 mg/100 mL.
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Figura 6. Superficies de resposta dos efeitos do fosforo e do nitrogénio, com
o0 "Brix fixado em 10% (nivel -1,682) para MSCT

Pode-se afirmar que a adicdo das fontes de fésforo e nitrogénio
¢ importante para o processo de fermenta¢ao alcodlica (maior produ-
¢do de etanol). No caso em estudo (minimizacdo da producdo de
MSCT), principalmente os dlcoois superiores, a adicdo da fonte de
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nitrogénio € benéfica. Todavia, evidenciou-se, também, que a fon-
te de fésforo acelera o aumento da formacdo de MSCT, como ob-
servado nas andlises das superficies de resposta em estudo. Contu-
do, mesmo nao sendo observadas influéncias individuais (efeitos
principais - 1* ordem, Equacdo 1) destes nutrientes, a interacao
entre as mesmas (PxN) influencia na resposta MSCT; sendo assim,
pode-se concluir que a fonte de nitrogénio tende a influenciar a
diminui¢@o da formacdo de MSCT, enquanto a fonte de fésforo
apresenta um efeito de formagdo dos MSCT.

Foi possivel verificar uma relacido diretamente proporcional
entre a producdo de MSCT e a de etanol pois, com o aumento do
°Brix no meio, ha aumento da produgdo do etanol, sem observar a
inibi¢do pelo substrato®.

Além de melhorar a qualidade do dlcool etilico obtido, a dimi-
nui¢do dos MSCT no meio auxilia a eficiéncia do processo fermen-
tativo, pois estes apresentam certa toxicidade para a levedura, ini-
bindo-a'’.

Ja se escreveu muito sobre a necessidade ou ndo de suplemen-
tacdio de nutrientes no caldo de cana, principalmente fésforo e ni-
trogénio, porém, o assunto continua sendo discutido e questiona-
do*, pois uns concluem que a adi¢do ¢ benéfica e outros questio-
nam o tema, nio encontrando efeitos significativos em tal suplemen-
tagdo>S 71214,

Neste trabalho o que se pode afirmar é que a adicdo destes
nutrientes, principalmente o nitrogénio, na resposta MSCT ¢é bené-
fica para a redugdo da producido de MSCT, até certo limite, como
comprovado e observado nas superficies de resposta. J4 em relagio
ao fésforo, 0 mesmo deve estar em baixas concentracdes no meio
fermentativo (substrato), principalmente quando se deseja produ-
zir alcool etilico hidratado ou anidro extrafino, que € o interesse
das industrias alcoolquimicas, farmacéuticas e de bebidas.
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